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Storskalig studie
av nio gener hos 4 580
patienter med kronisk
lymfatisk leukemi

Med hjilp av den nya generationens gensekvensering har flera studier un-
der de senaste &ren kunnat rapportera ett flertal gener som dr muterade vid
kronisk lymfatisk leukemi (KLL). Dessa mutationer ses ofta i en mindre an-
del av patienter med KLL och forknippas vanligen med dalig prognos.

Har beskriver docent Larry Mansouri vid Karolinska
Institutet den senaste kunskapen pa omradet.

ronisk lymfatisk leukemi (KLL) ir den vanligaste for-
Khmen av blodcancer i vistvirlden och drabbar i forsta
and ildre vuxna, med en medianélder vid diagnos pa
72 ar. I Sverige ses en 6kande prevalens, vilken for narvaran-
de ligger runt 6 000 personer, och med en incidens pa cirka
550 nya fall per ar. Aven om sjukdomen generellt anses vara
obotlig ir prognosen for de flesta god med en femarsoverlev-
nad som verstiger 90 procent for patienter yngre dn 65 ar vid
diagnos och med en mediandverlevnad pa mer én tio ar for
samtliga fall. Vid diagnos ar endast en liten del av patienter
med KLL (cirka 20 procent) behandlingskrivande, emedan
drygt hilften av alla far behandling nigon gang under sjuk-
domsforloppet. Behandlingsalternativen, vilka linge har be-
sttt av kemoimmunterapi, har under senare ar ersatts i allt
hégre grad av nya mélinriktade terapier (BTK- och BCL2-
hiammare), vilket i sin tur har resulterat i en férbattrad prog-
nos for patienterna.

Aven om KLL betraktas som en indolent cancerform
drabbas inda en betydande del av patienterna av en mer agg-
ressiv sjukdom med simre kliniskt utfall. Idag anvinds flera
olika genetiska markorer for att bedéma prognos och identi-
fiera patienter som bér behandlas med malinriktade terapier.
Till dessa markérer hor forekomst av stora, dterkommande
kromosomforindringar i arvsmassan, till exempel deletion
pa korta armen av kromosom 17 del(17p), eller en extra kro-
mosom 12 (trisomi 12), IGH V-mutationsstatus, det vill siga
forekomst av somatisk hypermutation (SHM) inom immun-
globulingenerna (forklarat nedan) samt punktmutationer,
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exempelvis 7°53-mutationer. P4 senare ar har ytterligare
dterkommande mutationer pavisats med hjilp av nista gene-
rations sekvensering (NGS). Dessa omfattar bland annat mu-
tationer i SF3B1, NOTCHI, NFKBIE, EGR2 och XPOl,
som vardera fdrekommer i mindre in tio procent av fallen,
men ir kopplade till en simre prognos.

GENOMGAR BIOLOGISK PROCESS
Nir en normal B-cell patriffar ett kroppsfrimmande dmne
eller antigen, genomgér den en biologisk process som kallas




SHM, dir slumpmissiga mutationer tillfogas B-cellsrecep-
torn, nirmare bestimt den variabla gensekvensen f6r den
tunga kedjan i immunglobulinmolekylen (IGHV). Detta le-
der till en successivt férbattrad igenkidnning och inbindning

av det patriffade antigenet. Dessa mutationer ir inte skad-
liga utan ir i stillet en del av ett normalt immunolo-
giskt svar i kroppen, dir forekomst av SHM i en B-
cellsreceptor ar ett kidnnetecken for en mogen B-cell
som reagerat pd ett antigen. Drygt
hilften av alla KLL- fall har visat
sig hirstamma fran B-celler
vilka har genomgatt SHM,

sa kallade IGH V-mute-
rad KLL (M-KLL).
Detta har ocksa
visat sig vara
associerat

med en avsevirt bittre prognos in vid férekomst av tumérer
som i stillet har sitt ursprung i B-celler vilka inte har genom-
gitt SHM, sa kallade IGHV-omuterad KLL (U-KLL). Sedan
detta pavisades i tvd uppmirksammade studier fr drygt 20
ar sedan, har flera studier bekriftat fynden och dven visat att
IGH V-mutationsstatus ir en robust genetisk markér vid
KLL som inte férindras 6ver tid. Numera anvinds IGH V-
mutationsstatus rutinmissigt och paverkar dven val av be-
handling for patienterna.

Aven om det i dagsliget ir vilkint att kromosomf6rind-
ringar eller enskilda genmutationer ar kopplade till en simre
prognos saknas det storskaliga studier f6r att underséka den
relativa kliniska betydelsen hos dessa i forhéllande till varan-
dra men ocksa i forhallande till nya genetiska markorer. Det
har gjorts flera forsok att utarbeta prognostiska modeller som
tar hinsyn till sdvil kliniska som genetiska faktorer inklusive
olika kombinationer av dterkommande genmutationer och
som syftar till att forbittra riskstratifiering av patienter med
KLL. Men flera viktiga obesvarade frigor kvarstir. Exempel-
vis har det tidigare visats att forekomsten, men dven den kli-
niska relevansen, av genmutationer varierar avsevirt hos pa-
tienter med M-KLL jaimf6rt med patienter med U-KLL. Det
pekar i sin tur pa att ett tillvigagingssitt som tar hansyn till
SHM-status kan vara nédvindigt vid utveckling av nya prog-
nostiska modeller.

STORSTA STUDIEN I SITT SLAG
I den hittills storsta studien i sitt slag med 61 deltagande fors-
kare fran 40 olika medicinska universitet och sjuk-
hus frin 13 linder, undersoktes den relativa kli-
niska betydelsen av nio av de vanligast muterade
generna (BIRC3, EGR2, MYD88, NFKBIE,
NOTCHI, POT1, SF3BI, TPS3, och XPOI) i
forhillande till dterkommande kromosomfor-
indringar (del(17p), del(11q), trisomi 12 och
del(13q)), IGH V-mutationsstatus samt andra
kliniska parametrar hos patienter med KLL.
Studien fokuserade sirskilt pa patienter i ett
tidigt stadium (Binet stadium A) av sjukdo-
men och utfordes i en vilkarakteriserad ko-
hort med 4 580 patienter inom ramen for ett
europeisk multicentersamarbete koordi-
nerat av European Research Initiative on
Chronic Lymphocytic Leukemia
(ERIC, www.ericll.org) som partner till
Healthcare Alliance for Resourceful
Medicine Offensive against Neoplasms
in Hematology (HARMONY Alli-

ance, www.harmony-alliance.cu).
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Den senare ir delvis finansierad av Europeiska unionen ge-
nom forsknings— och innovationsprogrammet EU Horizon
2020 och har som uttalat mél att genom utnyttjandet av sto-
ra datasamlingar forbittra behandling och behandlingsalter-
nativ for patienter med blodcancer.

Vi studerade nio av de vanligast muterade generna i KLL
och kunde visa att 35 procent av patienterna bar pa minst en
genmutation. Bland dessa noterades en hogre forekomst av
mutationer i NOTCHI, SF3BI och TP53 (samtliga dock un-
der tio procent), medan mutationer i de évriga generna var
mindre frekventa och hittades i tvi-fyra procent av patien-
terna. Vidare visade resultaten att mutationerna, undantaget
TP53 och POT1I, var koncentrerade till si kallade "hotspots”,
det vill siga sirskilda genregioner eller till och med specifika
aminosyror. Genmutationer var avsevirt vanligare i U-KLL
och detta var sirskilt tydligt for mutationer i NOTCHI,
XPOI, NFKBIE och EGR2, vilket ocksa resulterade i simre
kliniskt utfall (i den hir studien primirt definierat som tid
fran diagnos till start av forsta behandling). Undantaget var
mutationer i MY D88 som i stillet var mer frekventa bland
M-KLL och visade en mer gynnsam prognos. Bortsett frin
detta forekom mutationer i samtliga gener dven i en mindre
andel av patienter med M-KLL. Vidare kunde vi visa att mu-
tationer i NOTCHI sammanfoll med trisomi 12, samt att
BIRC3-mutationer férkom ofta tillsammans med del(11q),
medan mutationer i MYD88 uppticktes hos patienter med
del(13q). Mutationer i BIRC3, SF3BI1, TP53 och XPOI fore-
kom sillan eller aldrig i kombination med varandra vilket an-
tyder att det ir tillrickligt med nagon av dessa for att utveck-
la en mer aggressiv sjukdom.

MUTATIONER SOM GER SAMRE PROGNOS
Som nimnts resulterade mutationer i samtliga gener forutom
MYDS&S i en simre prognos nir dessa analyserades som en-
skilda variabler (univariatanalys). Detta gillde hela studicko-
horten savil som patienter som befinner sig i Binet stadium
A. Nir genmutationerna i stillet analyserades i en multiva-
riat modell, dir den relativa betydelsen av varje genmutation
beriknas i forhallande till andra biomarkdrer, var aterigen
genmutationer i samtliga gener forutom MY D88 oberoende
associerade till simre prognos, bdde i hela den studerade ko-
horten men aven bland patienter i Binet stadium A. Daremot,
nir samma analys utférdes bland patienter i Binet stadium A,
men separat for de med U-KLL och M-KLL, var det endast
mutationer i SF3BI och XPOI som visade sig vara signifi-
kanta i de bdda undergrupperna. Vidare noterades att muta-
tioner i NOTCHI och NFKBIE endast utgjorde signifikanta
kliniska markérer for patienter med M-KLL, medan avvikel-
seri TP53, BIRC3 och EGR2 endast var signifikanta for sim-
re prognos hos patienter med U-KLL.

Flera tidigare studier har analyserat effekten av dterkom-
mande genmutationer i KLL i relation till kliniskt utfall, be-
riknat som progressionsfri verlevnad och totaléverlevnad.
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Baserat pd dessa studier har det ocksa utvecklats flera interna-
tionella prognosindex (till exempel CLL-IPI) f6r att identi-
fiera patienter med hogrisksjukdom eller hog risk for progres-
sion. Gemensamt for dessa ir att ingen hinsyn har tagits till
patienternas IGH V-mutationsstatus. Vi har tidigare i en pre-
liminir studie visat att relevansen av olika genmutationer,
men dven olika andra biomarkérer, skiljer sigi patienter med
U-KLL jimfért med M-KLL. I den aktuella studien bekriftar
och utdkar vi dessa initiala fynd avsevire, vilket ytterligare
understryker den varierande effekten av genmutationer i for-
hallande till IGHV-genens SHM-status. Dirfor, for att kun-
naidentifiera KLL-patienter med hog risk for progressiv sjuk-
dom och som ir i tidigt behov av behandling, bor olika upp-
sittningar av genetiska biomarkorer anvindas vid U-KLL och
M-KLL.

BEHOVER UNDERSOKAS VIDARE
En begrinsning i vir multicenterstudie 4r datainsamlingen, dir
olika sekvenseringstekniker/riktade tillvigagangssitt har till-
limpats med varierande kinslighet for att uppticka mutationer.
For en mindre del av fallen genomfordes analysen av enbart
hotspot-mutationer, exempelvis for NFKBIE (itta procent av
fallen) och MYD88 (fyra procent av fallen), eller hotspot-exo-
ner (SF3BI och NOTCH]1). Till f6éljd av detta kan den sanna
frekvensen av mutationer potentiellt ha underskattats. Med
detta sagt uppticktes inga signifikanta skillnader i mutations-
frekvensen nir resultaten frain NGS- och Sanger-sekvensering
jamfordes. Vidare visade det sig att endast hotspot-mutationer-
na i NFKBIE hade klinisk relevans medan den kliniska bety-
delsen av mutationer utanfor hotspot-regioner behover under-
sokas vidare for de aterstiende generna.
Sammanfattningsvis visar var studie att mutationer i
SF3BI ir en nyckelbiomarkér i KLL och har en mycket stark
negativ inverkan pé kliniske utfall beriknat som tid till forsta
behandling, 4ven hos patienter i Binet stadium A och oavsett
SHM-status. Hir ir ocksi mutationer i XPOI relevanta i bida
undergrupperna. Vi visar ocksa att 7P53-avvikelser ar kli-
niskt relevanta enbart i U-KLL, medan de verkar ha en obe-
tydlig eller begrinsad effekt i patienter med M-KLL. Ur ett
kliniskt perspektiv kan vira resultat hjilpa till att identifiera
hégriskpatienter inom den heterogena M-KLL-undergruppen
med potentiella implikationer for val av behandling och upp-
foljning. Eftersom de flesta kliniska laboratorier f6r nirva-
rande anvinder NGS-baserad genpanelsekvensering for att
uppticka 7’P53-mutationer, skulle det vara informativt att i
fortsiteningen utdka analysen till andra gener for att identi-
fiera hogriskpatienter i rutindiagnostik. Slutligen bor fram-
tida anstringningar for att utveckla prognostiska modeller
som inkluderar genmutationer och andra etablerade prognos-
tiska faktorer tillimpa ett tillvigagangssitt som dven tar hin-
syn till SHM-status. Det kan férhoppningsvis bana vig for
precisonsmedicin for patienter med KLL.
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